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ORKStNAL INSPECTED 
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RIKAGAKU KENKYUSHO 
Hirosawa, Wako-shi (Saitama-ken, Japan) 

Alkalische Cellulase und Verfahren zu ihrer Erzeugung 

Die Erfindung betrifft eine neue alkalische 
Cellulase und ein vorteilhaf tes Verfahren zu ihrer Er- 
zeugung durch Zuchtung eines neuartigen, alkalische 
Cellulase erzeugenden Mikroorganismus in einem alkali- 
schen ilahrmedium, das ein Carbonat enthalt. 

Das Vorhandensein von Cellulasen ist bisher 
in bestimmten Art en von Pilzen, Bjakterien, Mollusken 
und hoheren Tieren nachgewiesen worden. Von Tieren und 
Pilzen stammende Cellulasen haben eine optimale Akti- 
vitat bei pH-Werten von 5,0-6,0. Von Bakterien der 
Gattung Fseudomonas oder dergleichen stammend-e Cellu- 
lasen haben eine optiinale Aktivitat bei einem pH-Wert 
von etwa 7,0. Hinsichtlich der Hitzebestandigkeit der- 
artiger Cellulasen ist bekannt, dafl ihre Aktivitat bei 
einer Temperatur von 60-70° nach zehn Minuten verloren^ 
geht. Es ist ferner bekannt, daB ihre Aktivitat durch 
Schwermetalle allgemein gehemmt wird. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht nun in der 
Schaffung einer neuen alkalischen Cellulase, die eine 
optimale Aktivitat in einem pH-Bereich von 5,0-10,0 
besitzt, die auch noch eine Aktivitat besitzt, nachdem 



300814/1 119 



- 2 - 



2247832 



sie 10 Minuten lang auf 70° C erhitzt worden ist, und 
deren Aktivitat durch Schwermetalle nicht behindert 
wird. +s 

Diese Auf gab e wird durch das erf indungsgemaBe 
Verfahren gelost, in dem eine neue alkalische Cellulase 
erzeugende Bakterien der Gattung Bacillus in einem ge- 
eigneten Medium gezllchtet und die erzeugte neue alkali- 
sche Cellulase aus der Nahrbouillon gewonnen wird. 

Die neue alkalische Cellulase gemafl der Er- 
findung hat bei einer Tempera tur von 40° C eine optimale 
Aktivitat in einem pH-Bereich von etwa 5-10 und kann da- 
durch erzeugt werden, daB ein alkalisches Nahrmedium, 
das ein Carbonat enthalt, mit Hilfe eines Mikroorganis- 
mus vom Stamm Bacillus N-j Oder Stamm Bacillus ver- 
goren wird. 

Der Erfindungsgegenstand wird nachstehend an- 
hand der beigefUgten Zeichnungen erlautert. In dieaen 

zeigen 

Pig. 1 und 2 elektronenmikroskopische Photo- 
graphien von im Rahmen der Verwendung zu verwendenden 
Mikroorganismen vom Stamm Bacillus N 1 bzw. vom Stamm 
Bacillus N + . 

Pig. 3 stellt in einem Eurvenbild die Akti- 
vitaten der gemaB der Erfindung erzeugten, alkalischen 
Cellulasen dar, 

Fig. 4 in einem Kurvenbild die Aktivitfiten 
von bekannten Cellulasen, 



3098 1 4 / 1 1 1 9 



2247832 

- 5 - 

Pig. 5 in einem Kurvenbild die' ^ktivitaten 
der erf indungsgemaBen alkalischen Cellulasen nach einer 
10 Minuten langen Behandlung "bei 70° C, 

5 ; ig. 6 in einem Kurvenbild die Bestundigkeit 
der Aktivitat der alkalischen Cellulase gemaB der Er- 
f indung bei verschiedenen pH-Werten, 

Fig. 7 in einem Kurvenbild die Temperaturab- 
hangigkeit der Aktivitat der alkalischen Cellulase gemaB 
der Erf indung und 

Pig. .8. jln* einem Kurvenbild die Temperaturbe- 
standigkeit der alkalischen Cellulasen gemaB der Er~ 
f indung. 

Die im Rahmen der Erf indung verwendeten Mikro- 

drganismen sind neue Arten, die zu der G-attung Bacillus 

gelioren, in dem nachstehend beschriebenen Uahrmedium gut 

wachsen und eine alkalische Cellulase erzeugen. Diese 

Arten wurden erstmals in den Boden von Hirosawa, Wako-shi 

(Prafektur Saitama, Japan) entdeckt und aus ihnen iso- 

liert und von der Anmelderin als Stamme Bacillus und 

Bacillus H- bezeichnet. 
4 

Die genannten Mikroorganismen der Stamme 
Bacillus N-j und Bacillus wurden in der nachstehend 
beschriebenen Weise isoliert. 

Der Boden wurde in steriliertem Wasser sus- 
pendiert und in einer Schale in dem nachstehend angege- 
benen Nahrmedium geztichtet: 
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( Z u s amm ens e t z u ng d e s • H&h r me d i u m s ) 



a) 



Losliche Starke 


20 g 


K 2 HP0 4 


1 6 


Hef eextrakt 


5 g 


Pep ton 


10 g 


KgSO .7H.0 
4 *- 


0,2g 


Agar-Agar 


20 g 


Wasser 


900 ail 




10 g 


Wasser * 


100 ml 



a) und b) wurden t5 Minuten lang bei 115° C 
sterilisiert und dann verinischt. 

Die ochale wurde 24-40 Stur*den lang bei 37° C 

bebriitet . 

Danach wurde von den auf der Schale vorhande- 
nen Kolonien eine Kolonie eines Llikroorganismus ieoliert, 
welcher die genannte alkalische Cellulase erzeugte. 

Dieser Mikroorganismus wurde als "Eacillus " 
bezeichnet. Der genannte Bacillus wurde nach demsel- 
ben Verfahren isoliert. 

Die als Bacillus N 1 und Bacillus bezeich- 
neten Stamme wurden bei der American Type Culture Collec- 
tion (ATCC) unter den ATCC-Zugungsnummern 21832 und 21833 
deponiert. Diese Depots bei der ATCC unterliegen keiner 
Beschrtinkung, so dafi die Kulturen fur die Of fentlichkeit 
ohne weiteres zuganglich sind. Beide genannten Stamme 
wurden am 13. September 1970 fur die Abgabe an die GlTent- 
lichkeit ireigegeben. Die Erfinder haben entdeckt, daS 
die Ivlikroorganiemc n Bacillus N 1 und Bacillus HL 
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unter den nachstehend angegebenen Zuchtungsbedingungen 
eine neue alkalische Cellulase erzeugen und anreichern, 
una haben ein Verfahren fur die Erzeugung der alkali- 
schen Geliulase gemaS der Erfindung geschaffen. 

Die ^igenschaften des Bacillus und des 
Bacillus sind nachstehend angegeben. Die mikrobio- 
10i.ischen Ligenschaf ten wurden nach den Verfahren f est- 
gestellt, die in "Aerobic Spore-forming Bacteria 11 von 
liathan R. Smith, R.E. Gordon und F.E. Clerk (United 
States Department of Agriculture, November 1952) und in 
"Berge.y 's .Manual of Determinative Bacteriology 11 (1957) 
beschrieben sind. 

LSoweit nichts anderes ausdrucklich. angegeben 
ist, wurden Medien mit den nachstehend angegebenen Zu- 
sammensetzungen verv/endet, vvobei jedes Eiedium durch 
den Zusatz von 1,0$ wasserfreiem Katriumcarbonat auf 
einen pE-Wert von etwa 10 eingestellt wurde. (Jeder 
V*ert in der Tabelle gibt das Gewicht in g in 1 1 Wasser 
an) . 
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Art Bestandteile 



des 
Nahr- 

diums 


Na- 
trium- 
carbo- 
nat 


Pep- 
ton 


Fleisch- Hefe- 
extrakt ex- 

trakt 


Trau- 
ben- 
zuk- 
ker 


Star- 
ke 

• 


Sonstige 


A 


10 


5 


5 




20 


D 


B 


10 od. 
n.z. 


5 


3 








C 




5 


3 






Agar- 
Affar 1 1 S 


D 


it 


5 


3 






NaCli70 


£ 


n 


5 


3 • 


- 10 






P 
G 


H 
It 


5 
5 


3 
3 


10 




Agar- 
Agar: 1 5 

Gelatine i 5 


H 


II 


5 










I 


tt 












J 


10 


5 


5 




20 


D 


K 


10 


7 




5 




HaCli5 


L 
M 


10 
10 


5 
5 


3 

5 




20 


KNO^sl 
1) 


N 


10 od. 
n.z. 










3) 


0 
•p 


10 


10 


3 2 


10 




l2HP0 4 i3 
4) 


Q 


10 




5 


10 




5) 


R 












D 
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A Selektives Medium 

B Bouillon 

C Bouillon mit Agar-Agar 

. D KaCl-Bouillon 

E Traubenzucker-Bouillon 

P Traubenzucker-Bouillon- mit Agar-Agar 

G Gelatine -Medium 

H Peptonwasser 

I Kartoff elmedium 

J Medium zur Bestimmung der Wachstumsbedingungen 

K Medium fiir den Voges-Proskauer-Test 

L Medium fixr den Ilitratreduktions-Test 

M Medium fiir den Starkehydrolyse-Test 

K Medium fiir den Citronensaureverwertungs-Test 

0 Medium fiir den anaeroben Wachstums-Test 

P Medium fiir den ^uckerverwertungs-Test 

Q .J^e^uK Jl!*JL & en Kaseinzersetzungs-Test 

R Medium fiir den Katalasereaktions-Test 



K 2 HP0 4 :1 
Agar-Agar 5 1 5 
MgS0 4 .7H 2 0t 0,2 

Handelsublicher Kartoff el extrakt (Dif co) t 50 
Agar-Agar: 15 

KaCl:1 

MgS0 4 .7H 2 0t 0,2 
(KH 4 ) 2 HP0 4 : 1 
KH 2 P0 4 x 0,5 
Natriumcitrat: 2 
Agar-Agar: 15 

(NH 4 ) 2 HP0 4 : 1 
KC1: 0,2 
MgS0 4 t 0,2 
Hef eextrakt: 0,2 
Zuckerar ten: 5 
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5) 



n. z, 



Kaseint 5 
K 2 HP0 4 : 1 
Agar- Agar I 15 
MgS0 4 .7H 2 0i 0,2 

nicht z.ugesetzt 



Die St&mme N 



und wurden wahrend ihrea 



Wachstums auf dem vorerwahnten selektiven Medium ttor- 
phologisch beobachtet. 

1. Mikrobiologische EigenBchaf ten dee Stammes 

a) Morphologies 

Der MikroorganismuB hat eine GrcJfle von 
0,5*0,8 |im mal 1,5-2,0 pm. Die Spore ist oval und hat^ 
eine (JrOfie von 0,8-1,2 pm mal 1,8-2,2 pm. Das Sporan- 
gium let gequollen. Wie aus der elektronenmikroskopi- 
schen Photographic in ^ig. 1 erkennbar ist, hat der 
Mikroorganismen peritrichose Geisseln, die eine Jfloti- 
litat besitzen. 

b) Wachstumseigenschaften auf verschiedenen Mfcdien: 
Medium Wachstums zustand 



beim pH-Wert 7 beim pH-Wert 10 



I) 
ID 

III) 

IV) 

v) 

VI) 
VII) 



Bouillon 

Bouillon mit 
Agar-Agar 

Traubenzucker- 
Bouillon 

Traubenzucker- 
Bouillon mit 
Agar-Agar 

Gelat ine -Med ium 



Peptonwasser 
Kartof f elmedium 

3098 1 A/ 1 1 19 



kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 

kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Y/achstum 



gutes Wachstum 
gutes Wachstum 
sehr gut. Wachstum 

eehr gut. Wachstum 
gutes Wachstum 
Wachstum 
gutes Wachstum 



- 9 - 



2247832 



Das Wachstum des Stammes wurde auf einem 
Medium beobachtet, das 0,5 1° Pepton, 0,5 $ Hefeextrakt, 
1,0 $> Traubenzucker, 0,01 f* KgHPO^, 0,002 fc MgSO^, 
1,0 fo Ka 2 C0 5 und 1,5 ^Agar-Agar (pH-Wert = 10,0) ent- 
hielt. Von diesen Bestandteilen war das- Na 2 C0^ zuge- 
setzt worden, naohdem es getrennt sterilisiert worden 
war. 

I) Schalenkulttir: 

Die Kolonie ist kreisf ormig' und hat eine 
ebene Oberflache. Der Rand der Kolonie ist wellig odef 
ohrmuschel'f ormig. Die Kolonie hat eine gelblichbraune, 
glanzende Oberflache. 

II) Schragrohrkultur (slant culture): 

Sich ausbreitende Kultur mit glanzender 
Oberflache. 

III) Einstichkultur (stab culture) 

Ein Wachstum wird nur an der Oberflache, 
nicht in der Tiefe beobachtet. 
c) Biologische Eigenschaf ten: 

I) Optimale Wachstumsbedingungen: 

pH-Wert 9,0-10,0 

Temperatur 30-42° C 
aerob 

II) Wachstumsbedingungen: 

pH-Wert 8,0-11,0 

Temperatur kein v/achstum bei 45° C 



(alkalisches Medium) 



aerob 



III) Gram-Parbungs-Test : Positiv (in dem vorgenannten 
selektiven Medium) 
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IV) Voges-Proskauer-Keaktion: Positiv 

V) Nitratreduktion: Positiv 

VI) Katalasereaktion: Positiv 

VII) Gelatineverfliissigungr Sehr schwach 

VIII) Starkehydrolyse: Poaitiv 

IX) Citronensaures Agar-Agar-Medium (alkalisch)V Sehr 
schlechtes Wachstum 

X) Unter anaeroben Bedingungen: Kein Wachstum 

XI) Bouillon mit 7 # Kochsalz* Gutes WaohBtum. unter 
alkaliachen Bedingungen (Bildung von NiederiBchlagen) 
aber kein Wachstum im neutralen Medium 

XII) Bildung von Sporen auf Bouillon mit Agar -Agar; 
Ea bilden sich kaum Sporen xind wacheen hdchstenB 
sehr lang8am. 

XIII) Zersetzung von Kaseim Sehr schwach 
d) Verwertung von Kohlenstoffquellen* 

Der Stamm wachst nicht im neutral en Medium, 
Im alkaliachen Medium wachat er, aber die Erzeugung von 
Saure kann nicht bestimmt warden, weil daa Medium 1 # 
Carbonat enthalt. Im alkaliachen Medium kann der Stamm 
Galaktose, Raffinose, Sorbit oder Glycerin nicht ver- 
werten* 

2) Mikrobiologiache Eigenschaften des Stammee H 4 

a) Morphologiei 

Der MikroorganiamuB hat eine GriJfle von 
0,1-0,2 pm mal 4*0-6,0 pu Die Spore let kreiefHrmig 
und hat eine Gr8fle von 1,5-2,0 mal 1 ,5-2*0 pm. Die 
Sporozyate ist gequollen. lie aua der elektrbnenmikro- 
akopischen Photographie in *ig. 2 hervorgehV? *«r 
w&chsende MikroorganiamuB peritrichflee Geifleln ait 
Motilitfit. 
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b) Wachstumseigenschaften auf verschiedenen Medien; 



Medium 



Wa chs t urns zu stand 



beim pH-Wert 7 beim pH-Wert 10 



I) Bouillon 

II) Bouillon mit 
Agar-Agar 

III) Traubenzucker- 
bouillon 

IV) Traubenzucker- 
Bouillon mit 
Agar-Agar 

V) Gelatine-Medium 

VI) Peptonwasser 

VII) Kartoff elmedium 



kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 

kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 



kein Wachstum 
kein Wachstum 
sehr gutes Wachstum 

sehr gutes Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
gutes Wachstum 



Das WachBtum des Stammes wurde auf einem Medium 
beobachtet, das 0,5 # Pepton, 0,5 # Hef eextrakt , 1,0 fo 
Traubenzucker, 0,01 £ KgHPO^, 0,002 <fo MgSO^, 1,0 <fo Na 2 C0 5 
und 1,5 # Agar-Agar (pH-Wert = 10,0) enthielt.. Von diesen 
Bestandteilen war das Na 2 C0^ zugesetzt worden, nachdem 
es getrennt sterilisiert worden war. 



Die Kolonie hat eine unregelmaBige Form und 
eine ebene Oberflache. Der Rand der Kolonie ist wellig 
Oder ohrmuschelf brmig. Die Kolonie hat eine graulich- 
weiBe, glanzende Oberflache. 



II) Schragrohrkultur (slant culture): 

Sich ausbreitende Kultur mit glanzender Ober- 
flache. 

III) Einstichkultur (stab culture) 

Ein Wachstum wird nur an der Oberflache, nicht 
in der Tiefe beobachtet. 
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c) Biologische Bigenschaf ten: 

I) Optimale Yi/achstumsbedingungen: 

pH-7/ert 9,0-10,0 
Teinperatur 30-42° C 

aerob 

II) Wachstumsbedingungen: 

pH-v/ert 8,0-11,0 
aerob 

III) Gram-iarbun£fi-Test : Positiv (in dem vorgenannttn 
selektiven luedium) 

IV) Voges-Proskauer-Reaktion: Posit iv 

V) Mtratredukt ion: Positiv 

VI) Katalasereaktion: Positiv 

VII) GelatineverflUssigung: Sehr schwach 

VIII) Starkehydrolyee: Positiv 

IX) Citronensaures Agar-Agar-Lledium (alkalisch): 
Sehr schlechtes Wachstum 

X) Unter anaeroben Bedingungen: Kein Wachstum 

XI) Bouillon mit 7 i<> Kochsalz: Gutes Wachstum unter 
alkalischen Bedingungen (TrUbung) aber kein Wachs- 
tum im neutralen Medium 

XII) Bildung von Sporen auf Bouillon niit Agar-Agar: 
Es bilden sich kaum Sporen. 

XIII) Zersetzung von Kasein: sehr schwach. 

d) Verwertung von Kohlenstoff quell en: 

Der Stamm wachst nicht im neutralen Llediunu 
Im alkalischen Medium wtchst er, aber die ISrzeugung von 
Saure kann nicht bestirnrot v/erden, well das Medium 1 > 
Carbonat enth&lt. Im alkalischen i.edium kann der Stamm 
Inositol, ooibit oder Glycerin nicht vtrwerten. 
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DieSe mikrobiolorischen fiigenschaf ten der 

Stamme EL und ll A sind in der nachst ehenden. ^abelle zu- 
1 4 

s&m;;;engef a3t , aus der deutlich hervorgeht, daB diese 
Stidinine verschiedene mikrobiologische Mgenschaf ten 
haben u?>d zu verschieder.en Arten gehoren. 



Eigen- Stamm K 1 
schaft 



Stamm N, 



I " 0,5-0,8 vim mal 1,5-2,0 \im 

II . 0,8-1,2 pi mal 1,8-2,2 pm 

III kreisf ormig, ebenfla- 
chig, gelblichbraun, 
glanzend 

IV ausgedehnte, staff- 
a^tige Form, glanzend 

V V/achstum 

VI hy d r.o 1 y s i er end 

VII sehr schwach 

VIII sehr sclxwach 

IX Bildung von 
Niederschlagen 

X keine Verwertung von 
Galaktose, Raffinose, 
Sorbit Oder Glycerin 



0,1-0,2 vim mal 4,0-6,0 \xm 
1,5-2,0|im mal 1,5-2,0 jam 
1 ichtundur chlass ig , eb en- 
fliichig, graulichweiB, 
glanzenu 

ausgedehnte , stof f artige 

Porm, glanzend 

kein iVachstum 

hy droly s i er end 

sehr schwach 

sehr schwach 

Trtibung 

keine Verwertung von 
Inositol, Sorbit Oder 
Glycerin 



Dabei ist 

I: Grole des Bakteriums 

II: GroiBe der Spore- 

III: Beschreibung der ochalenkultur . 
IV: Beschreibung der Schrilgrohrkultur 

V: J/achstum auf 3ouillon mit Agar-Agar 

VI: Stilrkehydrolyse 

VII: Gelatineverflus^igung 

VIII: Kaseinhydrolyse 
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IX: Zustand beiai Wachstum auf Bouillon mit 7 ?S 

Kochsalz 

X; bei der obersten Temperatur, bei der ein v/achs- 

tum beobachtet werden kann. 

Aufgrund dieser Eigenschaf ten wurden die 
Stamme und nach den Klassif ikationsmethoden unter- 
sucht, die in den vorgenannten Verbf f entlichungen ange- 
geben sind. Dies sind: N.R. Smith u.a. , "Aerobic Spore- 
forming Bacteria" und "Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology (1957)", S. 613* ff. Dabei wurde festge- 
stellt, da(? jeder Stamm in manchen Punkten bekannten 
Bakterien der Gattung Bacillus ahnlich ist, dafl sich 
aber jeder der Stamme und in charakteristischen 
Eigenschaften von diesen bekannten Bakterien unterschei- 
det. Da unter den bekannten Bakterien kein Stamm gefun- 
den werden konnte, der dieselben inikrobiologischen Eigen- 
schaften besitzt wie der Stamm N 1 oder N^, kann man 
diese St£mme ala neue Arten der Gattung Bacillus be- 
zeichnen. 

Da jeder der Stamme N 1 und ein. aerobes 
sporenbildendes Bakterium darstellt, gehoren beide 
Stamme zu der Gattung Bacillus. Fur die Stamme Nj und 

ist es charakteristisch, da3 sie nur in einem alka- 
lischen, aber nicht in einem neutralen Medium wachsen. 

Zur Bestinusung der Stamme N 1 und wurden be- 
kannte Stamme untersucht. Dabei hat es sich gezeigt, dafi 
der Stamm N 1 dern Bacillus polymyxa und dem Bacillus 
alvei uhnelt und da£ der Stamm dem Bacillus pasteurii 
ahnelt. Jedoch wLichst der Stamm » 1 in einem 7 : JL Kochsalz 
enthaltenden Medium, wahrend der Bacillus polymyxa und 
der Bacillus alvei in einem 5 >t Kochsalz enthaltenden 
Medium nicht wachsen. Der Stamm N 4 hydrolysiert Starke 
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und hat eine positive Voges-Froskauer-Reaktiori. Dagegen 
kann der Bacillus pasteurii Starke nicht hydrolysieren 
und hat er eine negative Voges-Proskauer-Reaktion. Ein 
charakteristischerer Unterschied best eh I zwiachen den 
ein Wachstum ermbglichenden pH-,7erten. Im allgeiaeinen 
wachsen Bakterien der Gattung Bacillue bei pH-iferten 
von etwa 5,0-8,0. Der Bacillus polymyxa wachst bei pH- 
Werten von 4,8-7,2, der Bacillus alvel bei pH-.Verten 
von 4,8-5,6 und der Bacillus pasteurii bei pfl-Yferten 
bis zu 8,6 unter anaeroben Bedingungen. Dagegen wachsen 
die Stamme N-j und bei pll-vVerten von etwa 8,0 bis 11,0. 
Man erkennt somit, dafi die Stamme N 1 und 1\" 4 von den vor- 
erwahnten, bekannten, fihclichen Arten gut unterschieden 
werden konnen. 

7/ie vorstehend beschrieben wurd, ist keine 

Art bekannt, die mit dem Stamm N i oder dem Stamm N, - 

i 4 
identisch ist. Angesichts von eharakteristischen mikro- 

biologischen Eigenschaf ten kann man annehwen, daB es 
sich urn neue Arten handelt. 

Die Stamme und wurden daher als Stamme 
N 1 bzw. der (Jattung Bacillus bezeichnet. 

Jeder der Stamme und kann in einer Nahr- 
bouillon eine alkalische Oellulase erzeugen und in 
hoher Konzentration anreichern. Beim Zuchten dieser 
Stamme verwendet man als Kohlenstqff quellen vorzugs- 
weise verschiedene Zuckersubstanzen, beispielsweise 
Traubenzucker, Saccharose, CMC, Kleie, Cellulosepulver 
usw, und als Stickstoff quellen Pepton, Fleischextrakt , 
Maisquellwasser, entfetete Sojabohnen usw. Kan kann 
audi anorganlsche Substanzen verwenden, beispielsweise 
iuiiifiouiumsalze , Phosphate und Kitrate. 
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Eessere Ergebniese erzielt man bei Mitver- 
wendung von winzigen Llengen von anorganische* t ^etall- 
salzen, Vitaminen, wachstumsf ordernden Faktoren, wie 
Hefeextrakt usw. Urn den pH-Wert einer Hahrbouillon etwa 
bei 10 zu halten, setzt man zweckmaBig 0,5-1*5 £ wasser- 
freies Katriumcarbonat zu. 

Vorzugsweise erfolgt die Ziichtung bei einer 
Temoeratur von etwa 20-40° C unter Schiitteln Oder Eewe- 
gung durch durchper] ende Luft. Die lirzeugung der ee- 
wiinschten el^alischen Cellulaee erreicht wl'hrend etwa 
2-6 Tagtn ihr Maximum. Man kann tine Rohenzymf liissig- 
keit gewinnen, indem man die Eahrbouillon zentrifugiert , 
mit Eilfe eines Filterhilf setoff s filtiiert Oder Filz- 
korper und ein Salz, wie Calciumacetat , einer kieefc- 
fallung unterwirft. 

Llan kann dieee Kohenzymf lttesigkeit als edlche 
vervvender, oder ein gereinigtes Enzym gewinnen, indem 
die hohenzymflussigkeit einem bekannteh iGOlierverfahren 
unterwoilen wird, z.E, einem ^ussalzen wit Amiiionium- 
sulfat, einen £usf:''llen in einem Losungsiaittel oder 
einer Dialyse, wobei festes Rohenzym gewonnen v/ird, dae 
danach gereinigt und kristallisiert wird. 

Die beiden aus der Kahrbouillon des Stances 1^ 
und des Stances gewonnenen alkalischen Cellulase- 
Normalsubstanzen haben gemafl Fig. 3 eine optimal t Akti- 
vitat im pli-Bereioh von etwa 8-10. Diese Aktivitat let 
fur diese alkalische Cellulase cbarakt er let is eh 9 weil 
bekaunte von Uikroorganismen (Asp. niger, Tricboderaa rp. 
Penicillium ep. und Pseudomonas s>) sta«uaend% Wikro- 
organisflien eine optimal* Aktivitat im pii-Eerei^h *on 
etwa 4-7 haben, wie aus der Fig, A her vol £ eft* * 
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Die ^ktivitLt der erf indungsgemaB erzeugten 
allcalischen Cellulasenormalsubstanz wird wie folgt 
bestimmt; 

Verfahren zur Aktivitatsbestimmung und Aktivitctseinheit 

0,5 ml einer Enzymfliissigkeit werden zu 1 ml 
CMC (2,0 fo) und 1 ml einer Glycin- NaC1-HaOH- Puffer- 
losung (pH-Wert 9,0) zugesetzt. Die Heaktion wird 20 
Minuten lang bei 40° G durchgef uhrt . 

Each der Durchfiihrung der Reaktion wird mit 
Hilfe der 3 , 5-Dini.trosalic.ylsaure (DBS) der reduzierte 
Zucker bestimmt. Dazu wird 1 ml des DKS-fieagens zu 
0,25 ml der Reaktionsflussigkeit zugesetzt und das Ge- 
misch zur Farbung 5 Minuter; lang auf 100° 0 erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wird die i'lussigkeit mit 4 ml destil- 
liertem IVasser verdunnt. Danach wird das Absorptions- 
veruogen bei 500 nm bestimmt. 

Die Aktivitatseinheib des Enzyms wird wie 
folgt bestimmt: //enn unter den vorgenannten Bedingungen 
reduzierter Zucker in einer 1 mg Iraubenzucker entspre- 
chenden iwenge gebildet wird, betragt die *ktivitat 
100 Kinheiten. 

Die alkalische Cellulase gemafl der 2rfindung 
hat eine relative Aktivitat von 200-1000 Einheiten pro 
g, und es kann nachgewiesen werden, daQ sie ein neues 
Enzym mit neuartigen physikalischen und chemischen 
i'igenschaften ist, die nachstehend angegeben sind... 
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Physikalische und chemische ^igenschaf ten dea Enzyms 
(1) Funktion und ^ubstrateigenschaf ten: 

Die durch Ziichtung des Stanimes und dea 
St amines erzeugten, alkalischen Cellulasen haben eine 
spezifische zersetzende Wirkung auf folgende Cellu- 
losen. 



Zersetzte 
Substanzen 



Zur Erzeugung der alkalischen 
Cellulase verwendeter Mikroorganiamus 



Stamm N 



1 



CMC 

Cellulose 



Stamm K, 



CMC 

Cellulose 



(2) Optimaler pH-Bereich: 

Mit Hilfe der Mcllvaineschen Pufferlosung 
und der Slycin-Puf f erlosung wurden pH-Werte in den Be- 
reichen von 3-8 bzw. 8-11 eingestellt. 

Die optimalen pH-Werte. jeder aus Nahrbouillons 
des Stammes und des Stammes erzeugten, alkalischen 
Cellulase wurden fur das Eohenzym (Fig. 3) urid nach 
einer 10 Liinuten dauernden Erhitzung auf 7C° C (Fig. 5) 
bestimmt. 



Rohenzya 



Optimal er pH-iVert 



iiikroorganismus 



Stamm N 



1 



6-9 



Kach 10 ain. bei 70 C - 



Staimu H 



6 

10,0 
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Wie aus der vorstehenden Tab ell e hervorgeht , 
haben die von dem Stamk H-j und dem Stamm erzeugten, 
alkalischen Oellulasen eine Aktivitat in dem pH-Bereich 
von etwa 7-10 bzw. etwa 5-10. 

(3) pH-Bestandigkeit 

Die aus Nahrbouillons des Stammes und des 
Stammes gewonnenen, alkalischen Oellulasen wurden • 
durch 10 Minuten langes Erhitzen auf 60° inaktiviert. 
Danach wurde die . Restaktiyitat bestimnt. Aus der nach- 
stehenden. iabeile und der Fig. 6 geht hervor, in wel- 
chen pH-Bereichen diese Oellulasen bestandig sind. 

Mikroorganismus 

Stamm N i Stamm IT- 



pH-Bereich 6,5-11,0 5,5-11,0 

Aus 'der Fig. 6 geht hervor, in welchen pH- 
Bereichen die Restaktivitat hoher ist als 50 wenn 
man mit 10Q. i* die Maximal aktivi tat der jeweiligen alka- 
lischen Cellulase bezeichnet y die aus einer Kahrbouil- - 
Ion des Stammes Oder gewonnen wurde. 

Aus der vorstehenden Tabelle geht hervor, daB 
sich die voh dem Stamm und dem Stamm H, st v ammenden, 
alkalischen Oellulasen dadurch kennzeichnen, da3 sie in 
einem grofien pH-Bereich bestandig sind. 

( 4) Inaktivierungsbedingungen (Temperaturbestandigkeit) 

Fur alkalische Oellulasen, die aus Nahrbouil- 
Ions des Stammes und des Stammes gewomien worden 
waren, wurden durch Ver-Linderung der Temperatur bei dem 
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pH-Wert 9»0 die Inaktivierungsbedingungen besti&mt. Die 
Ergebnisse diecee Versuchs gehen aus der Fig*. 7 hervor. 
Die Inuktivierung begann bei folgender Temperatur* 

Kikroorganiemus 

Stacim E- Stamia 11 A 



Temperaturbestiindig bis 50° C 60° C 

(5) Hemmung, Aktivierung und Stabilisierung 

Fiir die von deiL Stamm II -j und dem Stamm 
erzeugten, alkalischen Cellulasen wurden die hemmenden 
oder aktivierenden Einflusse von Ketallionen und er- 
hchten Temperaturen bestimmt. Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche eind nachstehend angegeben. Jedee Metallion wurde 
in einer Konzentrat ion vom 10" 2 tl verwendet. 

Fig. 8 zeigt in einem Kurvenbild die Tempera- 
turbeatUndigkeit , ausgedriickt durch die bei einem pH- 
Wert von ,9*0 gemessene RestaktivitUt t die nach einer 
10 Kinuten dauernden Inaktivierung bei der angegebenen 
Temperatur vorhanden war. Dabei iet in dem Kurvenbild 
der Bereich angegeben, in dem die Restaktivit&t hbher 
ist als 50 i* % wenn als 100 # die Maximalaktivitfit der 
jeweiligen alkalischen Cellulase bezeichnet wird. 

Wie aus der nachstehenden Tabelle hervorgeht, 
wurde beim ^usatz von Athylendiamintetraacetat (BDTA) 
oder von p-Chloromercuribenzoesaure (PC14B) zu den alka- 
lischen Cellulasen keinerlei Hemmung festgestellt # 
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Mikroorganismus 



Stamm N 



1 



Stamm E\ 



Aktivierende 
Metallionen 



Teniperaturbestandig- 
bis 

Henunung durcJa 3DTA 
Hemmung durch PCMB 



Hemmende Metallionen Cd ++ , Hg + , 



Pbt + , Cu ++ 



Ka + , K + , Ca ++ , 
Mn ++ , Fe ++ 



70° 0 



nicht beobachtet 
nioht beobachtet 



++ 



Pb 



Ca ++ , Mn+ + 



70° C 



nicht beobachtet 
nicht beobachtet 



(6) Molekulargewicht : 

Aufgrund der Bestimmung durch das Gelfiltra- 
tionsverfahren unter Verwendung von "Sephadex G-100 n 
nimmt man an, daB die von dem Stamm und der.i Stamm 'N^ 
erzeugten, alkalischen Gellulasen folgende Mol ; ekularge- 
wichte haben: 

Verwendeter Stamm 



Molekulargewicht 



etwa 3.10* 



etwa 3.1CT und 
etwa 1,5.1c 4 " 



(7) Verfahr eri zur Reinigung des Enzyms; 

Nachstehend wird die Reinigung beispielsweise 
des von dem Stamm erzeugten Enzyms erlautert. 
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Von der Nahrbouillon des Stammes werden 
die Bakterienzellen afczentrif ugiert • Danach wird die 
Bouillon auf DEAE-Sephadex (erzeugt von der Firma 
ghamacia in Schweden) adsorbiert, das mit einer Puffer- 
lbsung von 0,1 M HagCO^, die mit Essigsaure auf den 
pH-7/ert 9f0 eingestellt worden war, dem pH-f/ert der 
Losung geniigend angeglichen worden war. Nach geniigen- 
dem iVaschen der vorstehenden Pufferlpsung vvurde mit 
dieser der 0,5 H HaCl zugesetzt worden war, eluiert. 
Das Eluat wurde einer Gelf iltration mit Sephadex G-100 
(erzeugt von der Firma Pharmacia, Schweden) unterwor- 
fen, dessen pH-./ert n:it Hilfe einer Fufferlosung . 
(pH-./ert 3) von 0,1 L tris-HCl genligend angeglichen 
worden, war. ■ 

Man erhiilt auf diece ".feise eine End-lTorwal- 

substanz. 

(3) ^lementaranalyse: 

Aufgrund der mit oephadex G-100 durchgefuhr- 
ten Gelf iltration wird angenommen, dafl die von dem 
Stamm N 1 und dem Stamm erzeugten, alkalischen Cellu- 
lasen ein Llolekulargewicht von etwa 3.10* haben. Bei 
Enzymen mit hohen Molekulargewichten kann man durch 
Elementaranalyse und Berechnung der Analysenwerte fiir 
Kohlenstoff , Stickstoff, .Vasserstof f * und Saueratof f 
keine charakteristischen Eigenschaf ten bestimmen. Aus 
diesem Grunde wurden diese alkalischen Cellulasen 
keiner Elementaranalyee unterworfen* 

Zueammenfassend ergibt der Vergleich der 
physikalisch-chemiBchen Eigenschaf ten des Bnzyms bzw. 
der alkalischen Cellulase gemafl der Erfindung mit 
denen der bekannten Cellulasen deutlich, daB es sich urn 
eine neue, von alien bekannten Oellulasen verschiedene 
alkalische Cellulase handeit. 
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V/irksamkeit im Gehraucbt 



Das Enzym bzw. die alkali'sche Cellulase ge- . 
mafl der Erfindung ist ein cellulosezersetzendes Enzym, 
das eine optimale Aktivitat in.eineni pH-Bereich auf 
der alkalischen Seite besitzt und bei Verwendung zur 
Abwasserreinigung eine enzymatische Wirksamkeit zeigt. 

Die enzymatische Mrksamkeit des Enzyras bzw» 
dei alkalischen- Cellulase gemaB der Erf indung wird 
nachstehend anhand von Versuehsergebnissen erlautert. 

1) Verwendung: 

Bei Verwendung zur Abwasserreinigung kann 
das Enzym gemaB der Erf indung in Pulverf orm direkt dem 
Abwasser zugesetzt werden. Dabet ist keine Begrenzung, 
z»B. hinsichtlich des pH-Wertes des Abwassers, zu 
beachten. 

2) Enzymatische *'irksamkeit in Detergentiem 

Das erf indungsgemafle Enzym wurde im Abwasser 
wahrend einer beetimmten Zeit auf 40° C gelialten und 
die Zersetzung der Cellulose gemessen. 

Versuohs verf ahren t 

1 g mit Alkali behandelter Cellulose (Avicel 
SP) und 100 ml des Enzyms mit 3000 Einheiten pro 100 ml 
wurden wahrend eines Zeitraums. von 24 Stunden bei 37° C 
unter Ruhren umgesetzt. c 

AuBerdem wurde der pH-Wert des verwerideten 
Enzyms wahrend der Reaktionszeit mit Hilfe einer Glycin- 
KaCl-I!aOIi-Pufferl5&ung auf 10,0 eingestellt. 
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L'ach durehgefiihrter Eeaktior. wurde unlosliche 
Cellulose abgetrennt und das Trcckengewicht der union- 
lichen Stoffe bestiuimt. 

Ergebnisse: 

Aktivitat des erf indungsgernafien Enzyms: 

Llikro- Trockengewicht des Zeraetzter 

organismus unloslichen ciubstrats Anteil 

(g) 

Bacillus N 1 0,83 17 

Bacillus N + 0,72 28 

Nachstehend wird der Erf indungsgegenstand 
ahhand von Beispielen erlautert. 

Eeispitl 1 



Ein Nahrmedium (pH-Wert etwa 10) mit 1 ,0 /o 
Pepton, 1,0 % I'leischextrakt , 1,0 % CMC, 0,5 £ Natrium- 
chlorid, 0,1 fj KHgPG^.und- 0,1 $ (getrennt etabilisier- 
tes) wasserfreies Katriumcarbonat enthielt, wurde mit 
den^tamm Bacillus 13 1 (ATCC 21832) geimpft und 72 Stun- 
den lang in einer Schuttelkultur bei 37° C geziichtet. 
Durch Abzentrifugieren der Zellen erhielt man eine Roh- 
enzymfliissigkeit . Diese wurde danri mit Athanol getrock- 
net und mit Hilfe eines Ublichen Verfahrens pulveri- 
siert. Eine alkalische Cellulase-Ncrmaleubstatiz. mit 
einer relativen Aktivitat von 530 Einheiten pro g 
wurde in einer Slenge von 16 g pro 1 der Kahrbouillon 
erhalten. 
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3eispiel 2 



Ein Nahrxedium ait derselben Zusammensetzung 
wie das im Beiapiel 1 verwendete wurde mit. dem Stamm 
Bacillus (ATCC 21833) geimpft und 72 Stunden lang 
in einer Schiittelkultur bei 37° G gezuchtet. In der 
im Beiapiel 1 angegebenen tfeise wurde das athanolge- 
trocknete Pulver erzeugt. Es wurde eine alkalische 
Cellulase-ITormalsubstanz mit einer relafciven Aktivitat 
von 1000 ^inheiten pro g in einer Menge von 10 g pro 1 
der iiahrbouillon erhalten. 
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Fatentanspriicbe: 

0 AlkGlische Cellulase, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie ein Enzyin iat, das bei einer Tempe- 
ratur von 40° eine optiinale Aktivitat bei einem pH- 
V/ert von 5-10 hat. 

2. Verfahren zum Erzeugen der neuen alkalis 
ochen Cellulase mit den physi>alisch-chemi8cheh fcigen- 
schaften nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
ein Kahrmedium, das aus einem Carbonat, einer Kohlen- 
stoff quelle, einer 3tickstof fquelle und einem anorga- 
nischen Material mit einem Hikroorganismus von dem 
Stemm Bacillus H 1 (-ATCC 21832) und Bacillus K + (ATCC 
21833) geimpft und der L'ikrcorganismus in dem Sahr- 
medium bei Temperaturen von etwa 20-40° C geziichtet 
wird, bis in dem Kahrmedium eine betrilchtiiche enzyma- 
tische '.Yirksamkeit vorhanden ist und die genannte alka- 
lische Cellulase in dem Nahrnedium erzeugt wird, worauf 
die genannte alkalische Cellulase aus dem Nghrmedium 
gewonnen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Zuchtung in einer aeroben bubmers- 
kultur unter RUhren erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die ZUchtung wahrend eines Zeitraums von 
etwa 24-75 Stunden erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das ITahrmedium einen pH-Wert von 3-11 
hat. 
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